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ADENOVIRUS RECOMBINANTS DEFECTIFS EXPRIMANT DES PROTEINES 
CARACTERISTIQUES OU VIRUS EPSTEIN-BARR 



L' invention a pour objet des adenovirus recombinants 
defectifs pour la replication exprimant des 
giycoproteines caracteristiques du virus Epstein-Barr, 
notamment des giycoproteines d'enveloppe majeures de ce 
virus, ainsi que 1 'utilisation de ces adenovirus 
recombinants dans des compositions vaccinantes dirigees 
centre les pathologies provenant de 1' infection d'un 
individu par le virus Epstein-Barr (EBV) . 

Le virus Epstein-Barr est present a l'6tat latent 
dans une fraction des lymphocytes B de la grande majorite 
des adultes. Ce virus herpes est responsable de la 
mononucleose infectieuse et est etiologiquement associe 
au lymphome endemigue de Burkitt et au carcinome 
indif ferencie du nasopharynx (HPC) (Epstein et Achong, 
1979, 1986). II est egalement implique dans les 
lymphomes apparaissant chez les patients immunodeprimes , 
comme les individus ayant subi une greffe d'organe ou 
encore les malades atteints du SIDA (Thomas et Crawford, 
1989) . Plus recemment ce virus a ete associe avec 
certains types de lymphomes de HodgKin (Mueller et col., 
1989; Pallesen et col., 1991). 

La prevention ou le controle de ces maladies par 
vaccination a fait 1 'objet de nombreuses recherches 
(Epstein, 1976), surtout dans le cas du NPC qui atteint 
jusqu'a 2 % de la population male du sud de la Chine et 
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d' autre regions a haute incidence telles que I'Asie du 
Sud-Est ou ^ moyenne incidence coiiune I'Afrique de Nord. 

L'EBV represente done un probleme majeur de sante 
dans Xe monde. II n'est malheureusexnent pas possible 
d'utiliser I'EBV en tant que vaccin vivant car il se 
r^plique tres faiblement in vitro et transforme les 
lymphocytes B humains in vivo . 

Les glycoproteines majeurs d'enveloppe de I'EBV, a 
savoir les protdines gp340 et gp220, proviennent toutes 
les deux du meme gene viral par un phenomene d'epissage 
sans changement du cadre de lecture ( Beisel et col . , 
1985) , et sont exprimees a la surface externe des virions 
et a la membrane des cellules infectees. Ces proteines se 
lient au r^cepteur cellulaire CR2 (CD21) du composant C3d 
du complement (Fingeroth et col., 1984; Tanner et col., 
1988) et sont capables d'induire chez I'homme la 
formation d'anticorps neutralisant I'EBV (Thorley-Lawson 
et Poodry, 1982) . Les anticorps monoclonaux diriges 
centre gp340/220 neutralisent egalement le virus in vitro 
(Hoffman et col., 1980), Ces glycoproteines induisent une 
reponse cellulaire (cellules T) (Uleato et col., 1988; 
Bejarano et col., 1990) ainsi qu'une cytotoxicite 
cellulaire dependante des anticorps (Qualtiere et col,, 
1982) et induit egalement la formation d' anticorps 
neutralisants . 

Des singes tamarins cotton top ont ete proteges avec 
succes centre le lymphome induit par I'EBV par un vaccin 
a base de gp34 0 purifiee a partir de cellules B95/8 
(Epstein et col., 1985; Morgan et col., 1988a et 1989). 
Cependant la quantite de gp340 directement obtenue 
partir d'EBV est trop insuffisante pour permettre 
d'envisager d'utiliser des proteines purifi^es h partir 
d'EBV en tant que vaccin. D' autre part, les preparations 
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obtenues peuvent etre contaminees par I'ADN de I'EBV, ce 
qui n'est pas acceptable en vaccination humaine, 

utilisation de vaccins a base de proteines 
recombinantes de I'EBV obtenues par transformation de 
bacteries ou levures par des sequences nucleotidiques 
codant pour ces proteines s'est heurtee au probleme de 
1' absence de glycosylation ou de glycosylations 
differentes des polypeptides obtenus de celles 
normalement observees dans les cellules de mammiferes. 
Ces proteines sent par consequent faiblement immunogenes 
ou induisent des reponses immunitaires inadaptees chez le 
lapin (Emini et col*, 1988). 

Des vecteurs recombinants ont ete realises en 
utilisant des vecteurs viraux recotobinants exprimant le 
gene codant pour gp340/gp220, comme le virus de la 
vaccine (Mackett et Arrand, 1985) et le virus varicelle- 
zooster (Lowe et col., 1987). La protection centre le 
lymphome induit par I'EBV a ete obtenue en utilisant 
cotMtie vecteur une souche de laboratoire du virus de la 
vaccine (WK) mais n'a pas 6t6 obtenue a I'aide d'une 
souche vaccinante du virus plus attenuee (Wyeth) (Morgan 
et col., 1988b). Toutefois, seule une souche attenuee du 
virus de la vaccine est utilisable dans le cadre d'une 
vaccination centre I'EBV h I'aide de vaccine 
recombinante, ce qui limite par consequent I'efficacite 
de ce type de vaccin. 

Un des buts de la presente invention est de fournir 
des compositions vaccinantes contre les pathologies 
provoquees par 1' infection d'un individu par EBV, qui 
pr^sentent a la fois I'avantage: 

- de pouvoir etre produites en quantity suffisante a un 
prix de revient avantageux, 

- de proteger ef f icacement les individus contre EBV en 
conferant une iimnunite cellulaire (cellules T "helper" et 
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cytotoxiques) et par production d'anticorps protecteurs 
contre EBV, 

- de ne pas risquer de contaminer 1' entourage des 
individus traites avec ces compositions et done de 
pouvoir ^tre utilis^es en toute securite. 

La presents invention a pour objet des acides 
nucleiques recombinants caracterises en ce qu'ils 
comprennent, d'une part, une sequence genomique d'un 
adenovirus defectif, c'est a dire depourvue des sequences 
necessaires a sa replication, et, d' autre part, un 
inserat comprenant une ou plusieurs sequences d'ADN 
codant pour toute proteine caracteristique de I'EBV qui 
soit susceptible d'induire chez un individu la formation 
d'anticorps neutral isants protecteurs contre I'EBV et, le 
cas echeant de cellules protectrices , notamment des 
cellules T cytotoxiques et T helper, cet inserat 6tant 
placd sous le controle d'un promoteur present ou 
prealablement insere dans le genome de 1 ' adenovirus . 

Avantageusement , la sequence genomique de 
1' adenovirus defectif sus-mentionne comprend neanmoins 
celles des sequences qui dans ce genome sont le support 
de 1 ' information genetique necessaire h 1' adenovirus 
correspondant pour penetrer dans les cellules infectables 
par celui-ci, et, le cas echeant, 1' ensemble des 
sequences essentielles necessaires a I'encapsidation de 
cet adenovijms. 

L' invention vise plus particulierement 1 'utilisation 
de ces acides nucleiques en tant que vecteurs pour la 
transformation de cellules humaines ou animales* 

A ce titre, le promoteur, sous le controle duquel 
est place 1' inserat sus-mentionne, est avantageusement 
susceptible d'etre reconnu par les polymerases (et plus 
particulierement les polymerases II) de cellules humaines 
ou animales infectables par ce virus (representant un 
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grand nombre de types cellulaires diff^rents) , ce 
promoteur etant notamment le promoteur fort majeur tardif 
(MLP) de 1' adenovirus humain de type 2 (Levrero et col., 
1991) ou tout autre promoteur ubiquitaire connu. 

Les adenovirus^ notamment les adenovirus de type 2 
ou 5 (Ad2 ou Ad5) , representent des vecteurs 
particulierement preferes dans le cadre de la presente 
invention, pour les raisons suivantes: de fa^on generale, 
les adenovirus sont relativement stables, peuvent se 
cultiver facilement et rapidement (cycle viral de 30 h) , 
donnent des titres particulierement eleves (jusqu'ci 104 a 
105 unites formant plaque ou u.f.p. par cellule 
infectee) , Les types 2 ou 5 sont plus particulierement 
preferes car ces serotypes ne sont pas oncogenes chez le 
rongeur comme par exemple le serotype 7, la sequence 
complete de leur genome viral a 6t6 etablie (Chrobozek et 
col., 1992), leur biologie mol6culaire a et6 
intensivement etudiee, enfin, de nombreux mutants, en 
particulier des mutants de deletion ont 6te obtenus, 
rendant possible 1' insertion de fragments d'ADN de grande 
taille (Berkner, 1988). 

Avantageusement , la ou les sequence (s) d'ADN sus- 
mentionnee(s) , codant pour toute proteine caracteristique 
d'EBV, est ou sont comprise (s) dans un genome defect if 
d' adenovirus, ce genome etant depourvu des sequences 
nucleotidiques essentielles necessaires a la replication 
de ce virus dans des cellules permissives, et plus 
particulierement des sequences codant pour la region El, 
et, le cas echeant pour la region E3 . Cette region El 
comprend le gene immedxatement precoce ElA qui active les 
autres unites de transcription precoces du virus et est 
done necessaire a sa replication, et le gfene ElB qui est 
responsable de la transformation complete des cellules en 
culture en presence de ElA. Le genome defectif 
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d' adenovirus comprend n^anmoins preferentielleroent 
1' ensemble des sequences essentielles necessaires a la 
constitution d'un stock viral sur des cellules (cellules 
293) compl^mentant la region El (ElA + ElB) du virus. 

Selon un mode de realisation particulierement 
avantageux de 1' invention, les sequences d'ADM etranger 
sus-mentionnees sent inserees en lieu et place de la 
region El du genome d'AdS, region permettant 1' insertion 
de plusieurs genes codant pour des proteines 
inununogeniques . 

De preference, le genome des vecteurs recombinants 
selon 1' invention comprend une sequence d'ADN codant pour 
une glycoproteine d'enveloppe majeure de I'EBV, et plus 
particulierement pour la glycoproteine gp3 40 ou gp220 
d'iEBV, ou pour tout fragment de ces proteines qui soit 
susceptible d'induire la formation d'anticorps 
protecteurs contre I'EBV chez un individu, et, le cas 
echeant, de cellules protectrices du systeme immunitaire, 
notamment des cellules T cytotoxiques et T helper. 

D'autres vecteurs recombinants particulierement 
avantageux dans le cadre de la presente invention sont 
ceux dont le genome comprend une sequence d'ADN codant 
pour un antigene de membrane de I'EBV implique dans le 
mecanisme de fusion de I'enveloppe virale de I'EBV avec 
la membrane des lymphocytes B et des cellules 
epitheliales, et plus particulierement la glycoproteine 
gp85 (Haddad et col., 1989), ou pour tout fragment de 
cette proteine susceptible d'induire la formation 
d'anticorps protecteurs ou de cellules protectrices tels 
que definis ci-dessus. 

Des vecteurs preferes selon 1' invention sont ceux 
comprenant a la fois un acide nucieique d' insertion 
codant pour une glycoproteine d'enveloppe majeure de 
I'EBV, et plus particulierement pour la glycoproteine 
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gp340 ou gp220 de I'EBV, ou pour tout fragment de ces 
proteines tel que defini ci-dessus, et un acide nucleique 
d' insertion codant pour un antigene de membrane de I'EBV 
implique dans le mecanisme de fusion de I'enveloppe 
virale de I'EBV avec la membrane cellulaire de cellules 
de 1' organisms, et plus particulierement la glycoproteine 
gp85 ou pour tout fragment de cette proteine tel que 
defini ci-dessus, 

Avantageusement, le genome des vecteurs selon 
1' invention comprend egalement une sequence d'ADN codant 
pour une proteine stimulant le syst^me immunitaire, et 
plus particulierement la r^ponse cellulaire (cytokines) . 

A ce titre la presente invention a pour objet des 
vecteurs tels que decrits ci-dessus et dont le genome 
comprend une sequence d'ADN codant pour 1 ' interleukine-2 , 
1 ' interleukine- 3 , 1 ' interleukine-4 , 1 ' interleukine-5 , 
l'interleukine-6, 1 'interleukine-7 , ou tous fragments de 
ces dernieres susceptibles de stimuler le systeme 
immunitaire, 

L' invention concerne egalement des compositions 
pharmaceutiques comprenant un ou une combinaison de 
plusieurs vecteurs recombinants tels que decrits ci- 
dessus, en association avec un vehicule 
phantiaceutiquement acceptable (adjuvants, complexes 
immunostimulants) , 

invention a plus particulierement pour objet des 
vaccins diriges centre les pathologies provoquees par 
I'EBV Chez I'homme ou 1' animal, ces compositions 
vaccinantes comprenant un ou plusieurs vecteurs 
recombinants tels que decrits ci-dessus, en association 
avec un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

A ce titre la presente invention a pour objet des 
raethodes de prevention, d' attenuation ou de traitement de 
pathologies provoquees par I'EBV chez I'homme ou 
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1' animal, ces methodes comprenant 1 'administration chez 
I'homme ou 1' animal susceptible d'etre infecte par EBV ou 
risquant de I'etre, d'un vaccin ou d'une composition 
pharmaceutique selon 1' invention. 

L'utilisation d' adenovirus non replicables dans le 
cadre de la presente invention off re I'avantage d'une 
part d'eviter la contamination de 1' entourage des 
individus traites a I'aide de ces vecteurs, et, d' autre 
part, d'eviter d'obtenir chez les individus traites une 
trop forte immunisation contre les proteines 
caracteristiques de 1' adenovirus, et plus 

particulierement contre les proteines de la capside 
(hexons et fibre) , autorisant ainsi la realisation de 
plusieurs immunisations en toute securite. 

La quantite de vecteurs administree dans I'organisme 
est avantageusement choisie de maniere a provoquer une 
r^ponse immunitaire appropriee dirigee essentiellement 
contre les antigenes vaccinants inseres dans le vecteur 
viral chez I'organisme dans lequel ils sont injectes. 

Avantageusement les voies d' administration choisies 
dans le cadre de la presente invention sont les voies 
intramusculaire, intranasale ou la voie orale sous la 
forme de capsules gastro-protegees susceptibles de 
d^livrer le vecteur viral au niveau de l'6pith61ium 
intestinal . 

Parmi les pathologies susceptibles d'etre prevenues 
ou traitees par les compositions de 1' invention, on peut 
citer principalement: la mononucleose infectieuse, le 
lymphome endemique de Burkitt, le carcinome indif ferencie 
du nasopharynx (NPC) , les lymphomes apparaissant chez les 
patients immunodeprimes , comme les individus ayant subi 
une greffe d'organe ou encore les malades attaints du 
SIDA, ou encore certains types de lymphomes de Hodgkin oil 
I'EBV est implique. 
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L' invention a egalement pour objet un procede 
d'obtention des vecteurs recombinants d^crits ci-dessus 
qui comprend apres I'^tape de construction proprement 
dite de ces vecteurs par introduction d'une ou plusieurs 
sequence (s) d'ADN etranger dans leur genome, une etape de 
transformation de lignees cellulaires transformables 
d'eucaryotes superieurs (notamment d'origine humaine ou 
aniinale) comportant elles-memes une sequence distincte 
d'ADN apte a complementer la partie du genome de 
1 'adenovirus essentielle pour la replication de ce 
dernier et dont le susdit vecteur est depourvu, ladite 
sequence distincte etant de preference incorporee au 
genome des cellules de ladite lignee cellulaire. 

A titre d'exemple pr^f^re de telles lignees 
cellulaires, on mentionnera la lignee 293 (Graham et 
col,, 1977), lignee de rein embryonnaire humain qui 
contient, integres dans son genome, les onze premiers 
pourcents de I'extremite gauche du genome d'un adenovirus 
de type 5 (Ad5) . Ceux-ci pennettent de complementer des 
virus recombinants defectifs qui portent des deletions de 
cette region, Un tel procede d'obtention est plus 
particulierement decrit dans la demande de brevet 
europeen n' 0 185 573 du 20/11/85. 

Apres transformation de ces lignees cellulaires, les 
vecteurs qui se sont ainsi multiplies sont recuperes et 
purifies. 

La presente invention sera davantage detaillee dans 
la description qui suit de la construction d'un 
adenovirus vecteur recombinant comprenant le gene codant 
pour les glycoproteines gp340/220. 

!• METHODES 



a) 



Cellules et virus 
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La lignde cellulaire 293 r6nale embryonnaire humaine 
transform^e par Ad-5 (Graham et col., 1977), a etd 
utilises pour la transfection d'ADN ainsi que pour la 
multiplication et la titration d'Ad. En effet, la lignde 
cellulaire 293 complemente les fonctions des genes ElA et 
ElB et permet done la replication de I'Ad defectif. Pour 
la construction de I'Ad recombinant, l'Ad5-dl324 humain, 
portant des deletions dans les regions El (3.9-10.5 m.u.) 
et E3 (78.5-84.3 m.u.), a et6 utilise (Shenk et Williams, 
1984). Les lignees cellulaires 293, Hela et Vero ont ete 
raaintenues dans un milieu de culture minimum essentiel 
Eagle avec 10 % de serum de veau fetal. 

Plasmides 

Le vecteur d' expression eucaryote pMLPlO a 6td 
decrit dans I'article de Levrero et col., 1991. 

Les plasmides pLlC et pL2C contiennent le promoteur 
tardif majeur Ad2 (MLP) joint a sa sequence leader 
(sequence de tete) tripartite, suivi par la region codant 
pour les glycoproteines gp340 et 220 de I'EBV et son 
signal de polyadenylation ou par la sequence provenant 
d'un clone d'ADN complementaire (ADNc) d'une version 
epissee de I'ARNm, correspondant a la region codant 
uniqueraent pour la gp220. De plus, les constructions 
pLlCD et pL2CD ont et6 obtenues a partir des plasmides 
precedents, apres suppression des regions d'ADN 
correspondant aux domaines transmembranaires et 
cytoplasmiques des proteines et addition d'un codon stop 
et d'un signal de polyadenylation du gene codant pour 
I'antigene precoce du virus SV40 (Tosoni-Pittoni et col., 
1989) , 

c) Transfection d'ADN et isolement de virus 
recombinants 
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Les adenovirus recombinants ont 6te obtenus par 
recombinaison in vivo. Des fragments d'ADN viraux ainsi 
que des plasroides linearises ont ete transfectes dans les 
cellules 293 en utilisant la roethode de pr^cipatation au 
phosphate de calcium (Graham et Van Der Eb, 1973). Des 
plages de lyse ont et6 Isoldes 10 jours apres, et le 
virus a ete amplifie en culture. L'ADN viral a ete 
extrait par la procedure Hirt (Graham et col,, 1977) et 
les virus recombinants ont 6te identifies, cartographies 
avec des enzymes de restriction. 

d) Identification et cruantif ication de ap34Q/220 
d^EBV 

immunofluorescence (IF) : 1 ' immunofluorescence 
indirecte de membrane a et^ realisee sur les lignees 
cellulaires Hela ou Vero 24 heures apres infection avec 
les virus recombinants (Ad-gp340, Ad-gp220) ou avec Ad- 
dl324 en tant que controle negatif. En resume, les 
cellules ont subi un traitement h la trypsine et ont ete 
resuspendues pendant 2 h a la concentration de 10^ 
cellules par ml dans un milieu ne comprenant pas de 
serum, 2x10^ cellules ont 6te recuperees et resuspendues 
dans 500 /i 1 d'anticorps monoclonal anti-gp34a/220 (New 
England Nuclear) dilues 100 fois dans un tampon 
phosphate pendant l h a 37'C, Un anticorps anti-IgG de 
sour is conjugue a de la fluorescdine a 6te additionn^ et 
les cellules ont 6te incub6es pendant 1 heure a 37*0. 
Les cellules lavees ont et^ examinees ^ I'aide d'un 
microscope a fluorescence. 

- immunoprecipitation ; cette technique a 6td ddcrite 
pour I'isolement de gp340/220 provenant du milieu de 
culture dans I'article de Tosoni-Pittoni et col,, 1989. 
Les extraits de cellules radiomarqu^es ont ete obtenues a 
partir de 10^ cellules infectees eclatees par sonication. 
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e) detection des anticorps anti crp340/220 

- immunofluorescence : des series de dilution des 
scrums ont 6t6 analys4es par IF sur des cellules 293 
fix4es dans un melange acdtone/mdthanol (1:1) , et 
pr^alablement trans fectees avec un plasmide exprimant 
gp340/220 (PLIC) afin de determiner les niveaux en 
anticorps anti-gp340/220 (Tosoni-Pittoni et col., 1989). 

- experience de neutralisation : cette experience a 
et6 r^alis^e selon la technique de la transformation 
abortive des cellules lymphoides avec I'EBV (De Schryver 
et col. , 1974) . 

f ) Inoculation d^animaux avec les adenovirus 
recombinants 

- Inoculation de lap ins 

Afin d'etre inocul^s, les adenovirus ont tout 
d'abord ete purifies par deux passages dans des gradients 
de densite de chlorure de cesium, et ont ete dialyses et 
dilues dans du PBS avant inoculation. Des lapines New 
Zeland ont ete inoculees par differentes voies avec 10^^ 
u.f.p. (en admettant qu'une unite de densite optique t 
260 nm obtenue pour la suspension virale equivaut h 3 x 
10^^ u.f.p. /ml) d'Ad recombinant ou d'Ad-dl324 en tant 
que controle negatif. 

- Inoculation des tamarins cottontop 

Six animaux ont ete utilises, dont il avait ete 
prealablement verifie qu'ils ne possedaient pas 
d'anticorps diriges centre gp340/220 de I'EBV par ELISA, 
centre les ahtigenes tardifs de I'EBV (VGA) par 
immunofluorescence et enfin contre les proteines de 
capside de 1' adenovirus par immunofluorescence. L'Ad 
recombinant exprimant gp340/220 (Ad-gp340) a ete utilise 
pour immuniser quatre tamarins cottontop. Un animal (R155 
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sur la figure 4) a ^td vaccina avec un Ad non recombinant 
de controle (souche Ad-dl324) et un autre animal n'a pas 
6t6 immunise (B159) . Les animaux ont ete vaccines par 
trois injections intramusculaires. La premiere dose a 6te 
de 5.10^ u.f.p. dans un ml de solution tamponnee, et 
comme les tamarins ne presentaient pas de reactions 
nefastes, les deux doses suivantes ont ete respectivement 
de 10^° u.f.p. et de 2.10^^ u.f.p. aux 5feme et 13feme 
semaines apres la premiere injection. Les titres des 
anticorps diriges contre les prot^ines de la capside de 
1' adenovirus et contre la gp340 de I'EBV ont ete mesures 
toutes les semaines. Les echantillons de plasma de 
tamarin sont testes pour la reponse anticorps contre 
gp340 par ELISA et pour la reponse anticorps contre les 
antigenes de capside de 1' adenovirus par 
immunofluorescence . 

II. RESULTATS 

a) Construction des adenovirus recombinants 

Les adenovirus contenant le gene EBV gp340/220 sous 
le controle de MLP Ad2 ont ete construits de la maniere 
illustree sur la figure 1, Afin d'obtenir les plasmides 
de serie IX, un fragment Bglll-Hindlll (nucleotides 3329 
a 6242) d'AdS a ete clone entre les sites BamHI et 
HindlXI des plasmides pLlC, pL2C ou SphI (suivi par 
reparation des extremites d'ADN avec la polymerase de 
Klenow) et Hindlll des plasmides pLlCD et pL2CD. Cette 
sequence de 3 kpb contient le gtoe de la proteine IX 
complete qui est necessaire pour obtenir I'ADN viral 
jusqu'^ 97 % de sa taille normale (Ghosh-Choudhury et 
col., 1987) et permet la realisation de la recombinaison 
in vivo dans les cellules. 
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La reconstruction des Ad recombinants est ddcrite 
dans la l^gende de la figure 1. 

b) Expression des qlvc_oprot:6ines qp340/220 par des 
adenovirus recombinants 

La capacite des adenovirus recombinants a exprimer 
les glycoproteines gp340/22O a ete testae sur diff^rentes 
lignees cellulaires. Les cellules 293, Hela et Vero ont 
ete infect^es avec 1, 10, 100, 1000 u. f. p. /cellule, et 
r^cuper^es chaque jour jusqu'a 36 h, 4 jours ou 7 jours 
apres transfection respectivement • L'expression de 
gp340/220 la plus forte a ete observee avec les cellules 
Hela 3 jours apres infection (figure 2B, puits 5) . Les 
proteines membranaires d6riv6s de I'EBV produites par les 
recombinants Ad-gp340 et Ad*220 ont ete marquees a I'aide 
de methionine ^^s (figure 2A, puits 1,2), sont 
correctement glycosyl§es et ont pu etre ddtectdes h la 
surface de cellules humaines infect^es par 
immunofluorescence membranaire avec differents anticorps 
monoclonaux (figure 3) . De la meme maniere, les formes 
secretees de ces proteines ont pu etre detect^es par 
immunoprecipitation a partir de milieux de cultures 
cellulaires dans lesquels les recombinants Ad-gp340D et 
Ad-gp220D ont ete utilises pour 1' infection (figure 2A, 
puits 3,4; figure 2B, puits 1, 4 et 5) . D'autre part, 
1' immunoprecipitation des extraits cellulaires humains 
dans ce cas ne montre seulement que les precurseurs de 
glycosylation de gp340/220 tronquees (figure 2B, puits 
3). Apres 1' infection, les cellules continuent de 
secr^ter les glycoproteines recombinantes qui peuvent 
s'accumuler dans le milieu de culture sans subir de 
proteolyse apparente (figure 2B, puits 4 et 5) . 
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c) Reponse anticorps chez les lapins inocules avec 
les adenovirus recombinants exprimant EBV 
qp340/220 (tableau 1) 

Les reponses anticorps diriges contre gp34 0/220 ont 
ete suivies chez les lapins aprfes injection d'Ad 
recombinant. Les scheinas d' immunisation sont resumes sur 
le tableau 1. Apres inoculation intraveineuse, 

intranasals, ou intramusculaire , d'une premiere dose de 
virus recombinants Ad-gp340 ou Ad-gp220 hautement 
purifies (exprimant les glycoprot6ines de membrane) , les 
anticorps anti-gp340/220 ont ete detectes deux semaines 
plus tard chez tous les animaux excepte chez un lapin 
(lapin n* 33) . Apres une seconde injection, un effet de 
renforcement a ete observe sur les animaux qui presentent 
alors une forte reponse anticorps une semaine plus tard. 
Des titres relativement hauts ont 4t6 ddtect^s 30 
semaines apr^s la derniere inoculation. Ces anticorps 
peuvent reconnaitre les cellules exprimant gp340/220 par 
immunofluorescence et les prot6ines gp340/220 par 
immunoprecipitation (figure 2 A) et par immunotransf ert 
selon la technique Western. II n'y a pas de difference 
apparente entre gp340 et gp220 en ce qui concerne leur 
capacity a induire des anticorps specif iques, 

Les titres anti-gp3 40/220 obtenus par inoculation de 
lapin avec l'Ad-gp340D recombinant (exprimant les 
glycoproteines sous forme secretee) sont bien plus 
faibles, et une reponse a long terme n'a pu etre 
observee . 

Differentes voies d' inoculation ont dtd testees. 
Les injections intramusculaire et intraveineuse sont 
aussi efficaces I'une que 1' autre. L' introduction 
intranasale d'Ad d^clenche une premiere reponse lente 
mais des titres similaires en anticorps ont 6te obtenus 
apres la seconde vaccination (lapin 68) . 
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Les serums anti-gp340/220 positifs provenant de 
lapins immunises se sont rev^lds etre tous capables de 
fortement neutral iser le virus (voir derniere colonne du 
tableau 1) . 

d) R^ponse anticorps chez les tamarins inoculds avec 
les adenovirus recombinants exprimant EBV 
crp34Q/220 

Trois semaines apres la deuxifeme injection, les 4 
animaux qui ont re(?u le virus recombinant developpent des 
anticorps centre gp34 0 avec des titres allant de 1/100 h 
1/280. Le titre de ces anticorps atteint des valeurs de 
1/440 a 1/1520 trois semaines apres la troisidme 
injection, Les 5 animaux inoculds avec 1' adenovirus 
(incluant celui qui a re<?u le virus parental) , 
d6veloppent des anticorps contre les antig^nes de capside 
du virus compris entre 1/80 et 1/640 apres la 2eme 
injection et 1/640 a 1/280 apres la troisieme injection. 
Aucun anticorps specifique n'est d6tecte chez ,1'animal 
non immunise. 

e) Protection des singes tamarins contre les 
lymphomes induits par I'EBV 

Trois semaines apres la troisifeme injection, les 6 
tamarins (y compris 1' animal de controle non immunise) 
ont re<?u une injection par voie intra-peritoneale avec 
une dose 100% tumor igenique d'^EBV (dans un delai de 3 
semaines) a partir d'un stock de virus pr6par6 a partir 
de la lignee cellulaire B95/8. Les 6 animaux ont ete 
alors regulierement examines par palpation externe et 
mesure de la taille des ganglions lymphatiques et des 
turoeurs ainsi induites. 

L' animal R155 qui a regu le virus parental developpe 
de fapon tres rapide la maladie avec implication a la 
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fois des ganglions lyinphatiques periph6rigues et 
abdominaux. 

L' animal a du etre sacrifie le 25* jour apr^s 
1' injection de I'EBV. L'animal non imiaunise (B159) 
developpe egalement les roemes symptoines, A 1' oppose, les 
quatre tamarins immunises avec I'Ad recombinant exprimant 
gp340 sont clairement proteges et ne d^veloppent pas la 
maladie apres 1' injection de I'EBV. Seuls quelques 
ganglions lymphatiques ont 6t6 transitoirement reperes 
gonfles, d'une taille de 3 mm sur 3 mm de diametre centre 
14 mm sur 12 mm de diametre pour les animaux non 
proteges. De plus les tissus obtenus apres biopsie ne 
present ent pas de caract^ristigues tumoral es comme chez 
les animaux de controle. 

III. ANALYSE DES RESULTATS 

Les inventeurs ont mis en evidence 1' expression de 
genes etrangers dans de nombreuses lign^es cellulaires 
infectees a I'aide d' adenovirus recombinants. En 
particulier, la forme secretee de gp340/220 d'EBV a pu 
etre facilement purifiee a partir d'un milieu ne 
contenant pas de serum. Cela suggere la presence d'un 
syst^me de transformation post-traductionnelle hautement 
efficace secretant ces sequences polypeptidiques. De 
plus, pendant 1' infection, les cellules secrfetent les 
glycoproteines qui s'accumulent alors dans le milieu 
cellulaire. Cela permet de fournir une bonne source 
d'antigenes pour la fabrication d'un vaccin sans risquer 
une contamination par de I'ADN de I'EBV. Dans les 
constructions de la presente invention, les sequences 
codant pour les antigenes servant a 1' immunisation ou 
codant pour les cytokines sont placees sous le controle 
du promoteur majeur tardif (promoteur ubiquitaire) d'Ad2, 
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suivi par la sequence leader tripartite dans son 
integralite? ces sequences d'ADM sont donees dans la 
region El du virus. En effet, les ARNin ne contenant 
seulement que le premier exon de la sequence leader sont 
traduits 20 fois moins ef f icacement (Thummell et col. , 
1983; Davis et col., 1985). Des adenovirus recombinants 
recemment deer its pour 1' expression in vivo de gfenes 
etrangers utilisent un site de clonage dans la region E3 
sans delation du gene El (Morin et col., 1987; Johnson et 
col,, Schneider et col., 1989). 

L' utilisation de virus vivants recombinants en tant 
que vecteurs vaccinants presentent beaucoup d'avantages 
par rapport a un vaccin sous-unit6. Ces avantages 
camprennent la possibilite de produire des glycoprot^ines 
virales en 1' absence d'ADN de I'EVB, I'obtention des 
modifications post-traductionnelles correctes et d'une 
presentation appropriee de I'antigfene aux cellules T 
effectrices, un large spectre de reponses immunes, 
1' induction d'une memoire immunologique a long terme, et 
enfin un faible coiit de production et une facilite 
d' inoculation du vaccin ( part icu lifer ement dans le cas 
d'utilisation d'un vaccin gastro-encapsuld) . Mais 
1' inconvenient principal de I'utilisation des virus 
recombinants vivants est le large spectre d'hotes et la 
possibilite de transmission horizontale entre les humains 
et les autres especes. Dans le cas de la vaccine et du 
virus de la polio, la transmission a des individus 
immunod^primes par 1' interraediaire du contact avec des 
individus vaccines presente de graves consequences. 

La presente invention demontre qu'un Ad5 recombinant 
presentant une deletion dans la region El permet 
1' express ion in vivo de produits de gfenes etrangers et 
peut induire la formation d'anticorps neutralisants chez 
les lapins contre ces produits. Les inventeurs ont emis 
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I'hypothdse que 1' insertion dans la region El pouvait 
avoir plusieurs avantages, dont notamment le fait 
d'empficher le virus de se r^pliquer in vivo chez . les 
botes permissifs, en particulier chez I'honune et par 
consequent de limiter les risgues de dissemination des 
virus recombinants, ceux-ci ne peuvant alors realiser 
qu'un seul cycle d' infection dans les cellules animales. 
Un autre avantage pouvait etre celui d'empecher une forte 
immunisation contre les proteines de la capside d'Ad et 
de permettre des vaccinations multiples sans affecter la 
qualite de 1 ' immunisation contre les antig^nes strangers 
expriroes par ce virus. 

Ces differents aspects sont particulierement 
importants dans le domaine de la securite et pour le 
developpement potentiel d'Ad recombinant en tant que 
vaccin. 

Les differences trouv6es au niveau des titres anti- 
gp340/220 entre les formes membranaires et secr6tees de 
gp340/220 peuvent etre expliquees par les diffdrentes 
presentations des antigenes aux cellules T suivant le 
fait que I'antigene est h la surface des cellules 
presentant I'antigene ou secrete, II a deja ete demontre 
que 1' addition d'une sequence d'ancrage conduit a une 
augmentation nette des taux d'anticorpa reconnaissant un 
antigene etranger (Langford et col., 1986). L'absence 
totale de r^ponse anticorps lors de 1' utilisation de la 
forme secretee de gp220 est plus surprenante. La gp220 
tronquee doit §tre moins stable in vivo mais il est plus 
problable encore que la conformation adoptee par cette 
proteine recombinante lorsgue le domaine d'ancrage a ete 
supprime soit faiblement immunogenique chez les lapins. 
Une autre hypothese serait que 1 'unique domaine de la 
gp340 qui contient trois repetitions d'un motif 
amphopathique de 21 acides amines (Beisel et col,, 1985) 
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pourrait etre important dans le declenchement de la 
r^ponse anticorps, particuli^rement lorsque les protdines 
sont sous forme secrdt^e. 

Les scrums anti-gp340/220 positifs obtenus partir 
de lapins immunises sont tous fortement capables de 
neutraliser I'EBV. Les s6rums ant i-gp34 0/220 dirig6s 
contre I'Ad recombinant exprimant les gp340/220 secret6es 
neutralisent egalement I'EBV in vitro malgrd des titres 
beaucoup plus faibles. Ces resultats correspondent avec 
le fait que la gp22 0 secretde et des formes tronquees de 
gp220 dans la partie C-terminale, sont tou jours 
susceptibles de se lier au recepteur de I'EBV {CR2) a la 
surface des lymphocytes B (Tanner et col., 1988). Des 
mutations plus precises sont necessaires k I'int^rieur de 
I'extr^mite N-terminale de gp340/220 afin d' identifier le 
domaine de liaison h CR2 . N6anmoins , ce travail 
constitue une etape pr^liminaire vers 1' identification 
des epitopes gp34 0/220 impliques dans la reponse immune 
en termes de liaison des anticorps avec la gp340 et de 
neutralisation du virus. 

La reponse anticorps a etd d^montree comme pouvant 
persister six mois de fa^on appreciable chez le lapin. 
II est important d'obtenir une protection i long terme 
apres la vaccination. 

Comme une reponse en anticorps neutralisant I'EBV in 
vivo a ete obtenue chez les lapins vaccines a I'aide 
d'Ad recombinant produisant les prot6ines de meml3rane 
gp340/220, les recombinants Ad-gp340/220 ont ete testes 
avec succes quant a sa capacite a proteger des tamarins 
cottontop contre les lymphomes induits par I'EBV (voir 
figure 4 ) . 

La possibilite de d^livrer les adenovirus par 
I'intermediaire de plusieurs voies d' inoculation dont les 
voies intramusculaire , intranasale , intraperitoneale , 
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sous-cutanee ou orale, fait de ces adenovirus des outils 
performants pour 1' expression in vivo de genes strangers. 
La possibilite d'obtenir une reponse immune aussi 
efficace par introduction intranasale du virus rend ce 
dernier tres prometteur du point de vue de d^veloppement 
d'un vaccin. Les adenovirus ont une af finite 

particuliere pour la paroi gastrointestinale et des voies 
respiratoires superieures, pour les amygdales et les 
glandes salivaires chez I'homme et certains vertdbr^s. 
L' utilisation d'Ad recombinant est par consequent 
particuli^rement avantageuse pour la vaccination centre 
I'EBV qui se replique au niveau des sites sus-mentionnes, 
particulierement en induisant la secretion d'anticorps 
susceptibles de prot6ger 1' Epithelium oropharyng^. 
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Tableau 1 



Virus type Animal Voies 
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LEGENDE PES FIGURES ET DO TABLEAU 1 

Figure 1 ; Construction dea adenovirus recombinants 

La sequence d'ADN codant pour gp340/220 a ete 
inseree dans le vecteur d' expression pMLPlO, Ce plasmide 
comprend 450 nucleotides de I'extremite gauche du genome 
d'Ad5 (c'est-a-dire la repetition terminale inversee 
contenant I'origine de replication virale, la secjuence 
necessaire a I'encapsidation du virus et la sequence 
activatrice de la region ElA) suivis de la sequence 
comportant le promoteur majeur tardif d'Ad2 flanque de la 
sequence leader tripartite. Les plasmides pLCXX, pL2CXX| 
pLCDIX et pL2CDIX contiennent les differentes sequences 
permettant 1 'expression des diverses formes de gp340/220 
d6crites dans les sections "methodes" et "resultats" . 

Les adenovirus recombinants sont obtenus par 
recombinaison homologue in vivo entre le grand fragment 
du gdnome viral obtenu apr^s clivage par une enzyme de 
restriction et la sequence homologue existant chess les 
plasmides decrits ci-dessus (9,4 - 17 % du genome). Le 
melange d'ADN comprenant le fragment du genome viral (2,6 
h 100 % du genome) purifid apres clivage par 1' enzyme de 
restriction Cla I et le plasmide linearise par le meme 
enzyme de restriction est transfecte dans les cellules 
293. Les virus recombinants d6nommes respectivement Ad- 
gp340, Ad-gp220, Ad-gp340D et Ad-gp220D sont alors 
isoies. 

Cadres ; sequences virales (bXanc ; genome viral ; 
hachure : gdne des glycoproteines ; n ir : sequences de 
SV40). 

Cadre fleche ; promoteur MLP; trait fin : sequence 
bacterienne. D/A : sites donneur et accepteur 

d'epissage. 
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1 m.u. = 1 % du genome viral 360 paires de bases. 

Figure 2 ; Detection des gp340/2220 par 

inununopr^cipitation . 

Gel de poly aery 1 amide montrant les glycoprot^ines 
gp340/220 iminunoprecipitees a partir de cellules 
infect^es avec les Ad recombinants titrant a 1000 u.f.p. 
(unite formant plaque) par cellule. Les proteines 
radiomarquees ont ete extraites a partir de 2.10^ 
cellules ou a partir du milieu de culture correspondant 
au meme nombre de cellules pour les formes secr6t6es. 
A : proteines detectees 48 h apres infection des cellules 
Hela par un serum polyclonal de lapin positif (puits 1-4) 
ou le serum preimmun (puits 5) , soit a partir d'extraits 
cellulaires (puits 1 et 2) ou du milieu de culture 
concentre dans les puits 3 a 5. Les virus employes pour 
1' infection des cellules sont : Ad*gp340, 2 : Ad-gp220, 
3 : Ad-gp340, 4-5 :Ad-gp220D. 

B : proteine gp 220 detectee 48 h (puits 4) .ou 72 h 
(autres puits) aprfes 1' infection des cellules Vero (1-3) 
ou Hela (4 et 5) avec un anticorps monoclonal anti- 
gp340/220 a partir du milieu de culture (puits 1, 2, 4 et 
5) ou d'extraits cellulaires (puits 3). 

Figure 3 : Immunofluorescence de membrane. 

Des cellules Vero sont infectees par le virus 
recombinant Adgp220 a 10 u. f, p. /cellule et traitees avec 
un anticorps monoclonal antigp340/220 et un anti-IgG de 
souris conjugue fluorescent - 

Figure 4 ; Protection chez les singes tamarins cottontop 
apres vaccination. 

Trois seraaines apres la troisieme injection, 
(semaine 16) , les animaux sont testes avec une dose 100 % 
lymphomagene (10^'-^ unites tranformantes) , conduisant a 
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1' apparition de tuxneurs dans les 21 jours. Le graphe 
montre sur la figure est obtenu en portant 1' index 
tumoral de chaque animal (qui represents la somme des 
diametres des ganglions lymphatiques palpables et des 
nodules tumoraux detectables en mm) contre le temps en 
jours apres 1' injection de I'EBV. Rends blancs : animal 
immunise par le virus parental, sacrifie 25 jours apres 
le debut de Inexperience; carres blancs ; animal non 
immunise. 

Tableau 1 ; Reponse anticorps chez les lapins inocules 
avec les Ad recombinants. 

(a) : titres des anticorps anti-gp34 0 detectes par 
immunofluorescence. Le titre des serums est exprime 
comme 1' inverse de la derniere dilution positive 
d^tectee. 

(b) : le test de neutralisation est basd sur la 
transformation abortive des cellules lymphoides avec 
I'EBV. (-) : resultat n^gatif. (S) : animal sacrifi6 ou 
mort au cours de la periode d' experimentation, 
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REVENDICATIONS 

1. Vecteur recombinant caract^rise en ce qu'il 
comprend, d'une part, une sequence genomique d'un 
adenovirus d^fectif, c'est a dire depourvue des sequences 
necessaires a sa replication, et, d' autre part, un 
inserat comprenant une ou plusieurs sequences d'ADN 
codant pour toute prot6ine caracteristique de I'EBV qui 
soit susceptible d'induire chez un individu la formation 
d'anticorps neutralisants protecteurs centre I'EBV et, le 
cas echeant de cellules protectrices, notamment des 
cellules T cytotoxiques et T helper, cet inserat etant 
place sous le controle d'un promoteur present ou 
prealablement insere dans le genome de 1 ' adenovirus , 

2. Vecteur recombinant selon la revendication 1, 
caract^rise en ce que son genome comprend une sequence 
d'ADN codant pour la glycoproteine gp340 ou gp220 du 
virus Epstein-Barr (EBV) , ou pour tout fragment de ces 
proteines qui soit susceptible d'induire la formation 
d'anticorps protecteurs centre I'EBV chez un individu, 
et, le cas dcheant, de cellules protectrices , notamment 
des cellules T cytotoxiques et T "helper", 

3 . Vecteur recombinant selon la revendication 1 ou 
la revendication 2, caracteris6 en ce que son genome 
comprend une sequence d'ADN codant pour un antigene de 
membrane d'EBV impliqu^ dans le m^canisme de fusion de 
I'enveloppe virale d'EBV avec la membrane des lymphocytes 
B et des cellules 6pitheliales, et plus particulierement 
la glycoproteine gp85, ou pour tout fragment de cette 
proteine susceptible d'induire la formation desdits 
anticorps protecteurs ou cellules protectrices* 

4. Vecteur recombinant selon I'une des 
revendications 1 a 3, caracterise en ce que la sequence 
genomique de 1' adenovirus defect if comprend neanmoins 
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celles des sequences qui dans ce genome sont le support 
de 1 ' information gen^ticjue necessaire a 1' adenovirus 
correspondant pour p6n6trer dans les cellules infectables 
par celui-ci, et, le cas dch^ant, 1' ensemble des 
sequences essentlelles n^cessaires a 1 'encapsidation de 
cet adenovirus. 

5. Vecteur recombinant selon I'une des 
revendications 1 a 4, caract6rise en ce que le genome de 
1' adenovirus non replicable ou d^fectif est d6pourvu des 
sequences nucleotidiques de la region El necessaires a la 
replication de cet adenovirus. 

6. Vecteur recombinant selon I'une des 
revendications 1 a 5, caracterise en ce que le genome de 
1' adenovirus comprend egalement une sequence d'ADN codant 
pour une proteins stimulant le systfeme immunitaire. 

7. Vecteur recombinant selon la revendication 6, 
caracterise en ce que le genome de 1' adenovirus comprend 
un acide nucleique d' insertion codant pour une ou 
plusieurs interleukines choisies parmi les 
interleukines-2, -3, -4, -5, -6, -7 ou tout fragment de 
ces dernieres susceptibles de stimuler le systems 
immunitaire. 

8 . Composition pharmaceutique comprenant un ou 
plusieurs vecteur (s) recombinant (s) selon I'une des 
revendications 1 a 7, en association avec un vehicule 
pharmaceutiquement acceptable . 

9. Vaccin dirige centre les pathologies provoquees 
par I'EBV chez I'homme ou I'animal, cette composition 
vaccinante comprenant un ou plusieurs vecteur (s) 
recombinant (s) selon I'une des revendications 1 a 7, en 
association avec un vehicule pharmaceutiquement 
acceptable. 

10. Methode de prevention ou de traitement de 
pathologies provoquees par EBV chez I'homme ou 1' animal, 
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cette methode comprenant 1' administration chez I'hotame ou 
1' animal susceptible d'etre infecte par I'EBV ou risguant 
de I'etre, d'un vaccin ou d'une composition 
pharmaceutique selon la revendication 9 ou la 
revendication 8 respect ivement. 

11. Methode selon la revendication 10 caracterisee 
en ce qu'elle permet la prevention ou le traitement de la 
mononucleose infectieuse, du lymphome endemique de 
Burkitt, du carcinome indif ferencie du nasopharynx (NPC) , 
des lymphomes apparaissant chez les patients 
immunoddprimes , comrae les individus ayant subi une greffe 
d'organe ou encore les malades atteints du SIDA, et de 
certains types de lymphomes de Hodgkin. 
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